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論文内容要旨
 内耳の蓋膜(TM)や耳石膜(OM)はPAS染色の際に強い反応性を示すことが以前より良く
 知られており多量の糖を含むに違いないことが指摘されてきた。その後組織化学的手法により種々
 の糖の存在が示されたが,内耳が解剖学的に極めて複雑でしかも微細な構造物であるために定量
 的分析はほとんどなされていない。さて,内耳の糖とその病態との関連については数少ないなが
 らいくつかの報告がある。例えば先天性甲状腺機能低下症における内耳形成不全のときの内耳の
 糖組成の変化,抗α一ga1抗体による自己免疫性感音難聴の可能性,アミノ配糖体の糖への親和
 性と耳毒性との関連などがある。これらの病態生理の解明の前段階として正常な内耳の糖分析は
 重要な意義を持つ。今回我々はモルモット内耳のTMとOMの糖組成を高速陰イオン交換クロ
 マトグラフィー(HPAEC)とパルスド電気化学検出器(PAD)およびSDSポリアクリルアミ
 ド電気泳動(PAGE)によって分析した。
 6～8週齢の成熟モルモットをCO、麻酔後に断頭し側頭骨を取り出して,4%
 paraformaldehyde中にて固定した。次にOMとTMを顕微鏡下に採取し,脱イオン水に対して
 透析した。採取した試料は可溶化させるために七hermolysin処理を行った。TMはthermolysin
 処理によって完全に可溶化したが,OMは可溶性分画(OM-sup)と白色砂粒状の沈渣(OM-
 ppt)とに分かれた。形態学的観察によりOM-pp七は耳石,OM-supはOMのゲル状膜に由来す
 ることがわかった。
 分析の方法であるが,中性糖,アミノ糖分析については試料を2.5MTFA中で100℃,6hr
 加水分解した後,HPAEC-PADで分離,検出した。溶離液は16mMNaOHを用いた。シアル
 酸の分析は試料を0,1NHC1中で80℃,1hr加水分解した後,HPAEC-PADで分離,検出した。
 溶離液は100mMNaOHに酢酸ナトリウムgradielltを加えたものを使用した。硫酸基の分析は
 6NHCl中で110℃,22hr加水分解した後,HPAECにて分離し,電気伝導度検出器によって検
 出した。SDS-PAGEについてはreducedcondi七ion下にて行い,4%重層ゲル,12.5%分離ゲル
 を用い,泳動後のゲルシートには銀染色を施した。
 TMでは蛋白に対して24%と高い糖含有量を示した。その主な構成糖はGicN,Gai,Glc,
 ManでありFuc,NANAも存在するがGa1Nは少なく,NGNAは検出されなかった。TMの加
 水分解物を無水酢酸中で再Nアセチル化することによりFuc,GalN,GlcN,Ga1,Glc,Man
 に相当するピークはそれぞれの糖に違いないことが確認され,また,HPAECチャート中に出現
 したいくつかの未知のピークはおそらくペプチドであろうと推定された。以上のような分析結果
 よりTM中には複合型N結合糖鎖が存在すると考えられた。次にTMをglycopep七idaseFで処
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 理しHPAEC-PADにより分析するとasialy1とmonosialy1のオリゴ糖が遊離していることがわ
 かった。また硫酸基の測定によりムコ多糖は全糖質の10%程度と推定された。もしこのムコ多
 糖がケラタン硫酸以外であるとすればウロン酸の量は蛋白に対して約し2%となる。以上より
 TM中の糖の多くはasialy1とmonosialy1の複合型N結合糖鎖であり,これに対しSer/Thr型
 の0結合糖鎖は少ないと考えられた。
 OM-pptもTMと本質的に同様で,Ga1,GlcN,Manが多くGa1Nが少ないという糖組成を
 示したため複合型N結合糖鎖が存在することが考えられた。OM-pp七のカルシウム塩を塩酸で
 溶解し,reducedcondition下でSDS-PAGEにかけると58kDaと65kDaの蛋白が含まれている
 ことがわかった。次にOM-pptをglycopep七idaseFで処理した後にSDS-PAGEで分析すると
 58kDaの蛋白は50kDa付近へ移動し,このことから58kDaの蛋白はN結合糖鎖を含む糖蛋白で
 あると考えられた。またOM-pptにはシアル酸が非常に豊富に存在することがわかったが,こ
 のことから耳石の発生段階においてシアル酸の陰性荷電がCa++を捕捉しそこにcarbonic
 anhydraseなどによりHCO3一が供給されて炭酸カルシウムの結晶化が進行するといった仮説を
 立てることもできる。
 これに対しOM-supではGlcNとGa1がそれぞれ全糖質の1/3ずつを占めるという組成を示
 した。OM-supをendo一β一galactosidaseで処理しHPAEC-PADにて分析してみるとGlcNAcβ
 1→3Galという単位2糖は遊離しなかった。このことからOM-supは単純で分岐を持たない
 N-acetyLpolylactosamineの構造は持たないと考えられたがGlcNとGalを含む他のpolymer
 の構造が存在する可能性が考えられた。具体的には文献上も示唆されているケラタン硫酸が存在
 する可能性が十分考えられる。OM-supにもOM-pptと同様にGalNは少なく,どちらの組織に
 もSer/Thr型の0結合糖鎖は少ないと考えられた。
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 審査結果の要旨
 比較解剖学的に聴器や平衡器などの機械的受容には必ず感覚上皮を被うような構造物が存在し,
 この構造物の動作が信号受容に大切な役割をはたしている。即ち,コルチ器の蓋膜(TM)と平
 衡斑の耳石膜(OM)などがそれに相当する。しかし,この様な構造物はコラーゲンなどの線維
 構造とそれらを繋ぐ糖質からなる比較的脆弱な物質からなるためにその定量的・定性的解析は困
 難であった。
 本研究では,微量組織のParaformaldehyde処理とthermolysin処理を組み合せて可溶化に成
 功し,砂粒状の不溶物の残ったOMの場合も遠心分離によりゲル状膜の可溶化を可能にした。
 これらの試料は,高速イオン交換クロマトグラフィー(HPAEC)とパルスド電気化学検出器
 (PAD)の組み合せによる糖分析装置にて丹念に分析された。
 その結果,TMにおいてはGlcN,Ga1,Glc,Manが主構成糖であり,Fuc,NANAも存在す
 るが,これに対しGalNは少なくNGNAは検出されなかった。糖の総含有量は24ng/100ng
 proteinであった。OM-pptではGA1が最も多く,GlcN,Man,NANAも豊富に存在するがGa
 lNは少ない。これに対してOM-supではGlcNとGa1が共に多く総糖質の1/3ずつをしめるが,
 Ga1NとManは少ない。NGNAも検出されなかった。
 更に,分析チャート上の未知のピークの由来を知るために丼acety1化を行ってみたところほ
 とんどが消失した。おそらくアミノ基をもつペプチド由来のものであったと思われる。その他に
 GlycopeptidaseF処理,Endo一β一galactosidase処理などを行い追加分析を行った。
 TMの総糖含有量は蛋白に対して24%であり,Manは全糖質の19%であった。FucがTMに
 存在すること並びにシアル酸のほとんどがNANAであったことは本研究が初めて示した知見で
 ある。又,Ga1とGlcが多いことからTMのcollagentypeHはhydroxylysine残基に2糖を結
 合している可能性を示した。
 OMのゲル状膜ではManは全糖質の8%と少なく耳石では13%とやや多かった。耳石の中に
 もTMと同様にN結合糖鎖が豊富に存在し,58kDaproteinがそれを含むと考えられた。いっ
 ぽうOMではGlcNacとGa1により構成されるポリマーの構造の存在が示唆された。
 以上のように,本研究では従来不明であったTMやOMの糖組成に関して詳細な分析を行っ
 て今後の感覚生理学に重要な指標を与えることができた。このような結果に基づいてこれらの構
 造物の機能的解析が進められると信じるが,その成果は将来に託さざるをえないであろう。
 本論文は,蓋膜と耳石膜の機能的研究の糸口を提供することが出来た点において博士論文とし
 て評価したい。
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